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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Bestimmung von Hirudin und synthetischen Thrombininhibitoren 

© Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Be- 
stimmung von Hirudin und synthetischen Thrombininhibito- 
ren im Blut oder in Blutbestandteilen, gemafc welchem zu 
dem Blut oder dem Blutbestandteil ein Prothrombin-lnter- 
mediat, eine Verbindung, die Prothrombin zu Meizothrombin 
spaltet, ein Salz davon oder ein Gemisch dieser Verbindun- 
gen sowie gegebenenfalls Puffer und/oder andere ubliche 
Zusatzstoffe gegeben werden und die Zeit, die von der 
Zugabe bis zum Beginn der Gerinnung vergeht, gemessen 
wird. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Mittel zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens, das ein Prothrombin- Intermedial 
eine Verbindung, die Prothrombin zu Meizothrombin spaltet, 
ein Salz davon oder ein Gemisch dieser Verbindungen 
gegebenenfalls zusammen mit Puff em und/oder anderen 
_ ubtichen Zusatzstoffen enthalt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Hirudin und synthetischen Thrombininhibitoren im 
Blut sowie ein Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens. 

5 Hirudin, das aus der Speicheldriise von Hirudo medicinalis (Blutegel) gewonnen wird, ist ein Antikoagulans, 
dessen Wirkung auf der Bildung einer chemischen Verbindung mit Thrombin beruht, wodurch dessen katalyti- 
sche Wirkung inhibiert wird. Hirudin ist ein Miniprotein aus 65 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 7 
kD. Aufgrund seiner starken Affinitat zu Thrombin (ki-Werte von 10~ t2 Mol/1) und seines direkten Wirkungs- 
mechanismus ist es von groQem Interesse. Seine klinische Anwendung war in der Vergangenheit auBerst 

io beschrankt, da Hirudin nicht leicht in standardisierter Form zuganglich war. Hirudin kann heute gentechnolo- 
gisch hergestellt werden und daher ist seine klinische Anwendung in der nachsten Zeit zu erwarten. 

Beispielsweise werden in der EP-A-04 68 327 pharmazeutische Praparate fur die orale Verabreichung be- 
schrieben, die rekombinantes Hirudin enthalten. 

Hirudin wurde in den letzten Jahren pharmakologisch intensiv untersucht und die pharmakologischen Daten 

is wurden bei Versuchstieren und am Menschen erfaBt. Hirudin wird in der Leber nicht metabolisiert, sondern in 
unveranderter Form ttber die Nieren ausgeschieden. Hirudin hat eine Eliminationshalbwertszeit von etwa 1 bis 
2 Stunden und verteilt sich in den extrazellularen Fliissigkeitsraumen des Korpers. Ahnlich wie Heparin wird 
Hirudin nicht oral resorbiert In fruheren Untersuchungen wurde gezeigt, daB Hirudin in nahezu alien Thrombo- 
semodellen wirksam ist, so auch beim Endotoxinschock und bei experimenteller Koronarthrombose sowie bei 

20 der Verhinderung der Reocclusion nach Thrombolyse. Bei klinisch-pharmakologischen Untersuchungen wurden 
keine immunologischen Reaktionen nachgewiesen. Hirudin hat sich bei klinischen Untersuchungen als Antikoa- 
gulans und Antithrombotikum als dem. Heparin uberlegen erwiesen. 

Augenblicklich wird wettweit in vielen Forschungslaboratorien zu synthetischen, insbesondere kleinmolekula- 
ren, lnhibitoren Synthesearbeit geleistet. Die synthetischen Thrombininhibitoren wirken auf gleiche Weise wie 

25 Hirudin. Am weitesten fortgeschritten sind Untersuchungen mit Derivaten des Benzamidins, wie zum Beispiel 
mit NAPAP (Na-(2-Naphthylsulforyl-glycyl)-D,L-amidinophenylalanin-piperidid)und mit sogenannten Tripep- 
tiden. Alle synthetischen Thrombininhibitoren befinden sich augenblicklich in der praklinischen Untersuchung. 
Ihre Wirkungen sind qualitativ denen von Hirudin gleichzusetzen. Der Metabolismus der synthetischen Throm- 
bininhibitoren unterscheidet sich jedoch von dem des Hirudins. In der Regel werden die Thrombininhibitoren in 

30 der Leber oder im Blut metabolisiert. Es ist abzusehen, daB bereits in Kurze derartige Substanzen fur die 
klinische Erprobung zur Verfiigung stehen. Der Vorteil gegenOber dem Hirudin ist darin zu sehen, daB die 
Verbindungen oral verabreicht werden konnen. 

Zu einer sachgerechten Therapie oder Prophylaxe ist es jedoch erforderlich, daB der Gehalt an Hirudin und 
synthetischen Thrombininhibitoren im Blut laufend bestimmt werden kann,um Unterdosierungen zu vermeiden 

35 oder Nebenwirkungen durch Oberdosierungen zu verhindern. Mit anderen Worten, es muB ein therapeutisches 
drug monitoring verfiigbar sein. Bis jetzt sind keine Verfahren zur Bestimmung von Hirudin und synthetischen 
Thrombininhibitoren, insbesondere im Blut, bekannt, die auf einfache Weise durchgefuhrt werden konnen 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Bestimmung von Hirudin und 
synthetischen Thrombininhibitoren, insbesondere im Blut, zur Verfiigung zu stellen, das auf einfache Art und 

40 Weise in Krankenhausern, Arztpraxen und Laboratorien im breiten Umfang angewendet werden und beispiels- 
weise bei der praoperativen Untersuchung zur Erkennung eines Blutungs- oderThromboserisikos, zur Oberwa- 
chung der Antikoagulantientherapie bei Thrombose gefahrdeten Patienten und bei der Verlaufskontrolle zahl- 
reicher Erkrankungen, zum Beispiel schwerer Infektionen, Leberfunktionsschaden und maligner Erkrankungen, 
verwendet werden kann. 

45 Das erfindungsgemaBe Verfahren soil auf leichte Weise durchgefuhrt werden konnen, wobei die Gerate 
verwendet werden sollen, die bereits in Krankenhausern und Arztpraxen vorhanden sind. AuBerdem soil ein 
Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens zur Verfiigung gestellt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung von Hirudin oder synthetischen Thrombininhibi- 
toren im Blut, das dadurch gekennzeichnet ist, daB zu dem Blut ein Prothrombin-Intermedial eine Verbindung, 

50 die Prothrombin zu Meizothrombin spaltet, ein Salz davon oder ein Gemisch dieser Verbindungen sowie 
gegebenenfalls Puffer und/oder andere iibliche Zusatzstoffe gegeben werden und die Zeit, die von der Zugabe 
bis zum Beginn der Gerinnung vergeht, gemessen wird. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Mittel zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB es ein Prothrombin-Intermediat, eine Verbindung, die Prothrombin zu Meizo- 

55 thrombin spaltet, ein Salz davon oder ein Gemisch dieser Verbindungen gegebenenfalls zusammen mit Puffern 
und/oder anderen ublichen Zusatzstoffen enthalt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren besitzt den groBen Vorteil, daB es sehr einfach durchzufiihren ist und daB 
die Ergebnisse des Untersuchungstests schnell verfiigbar sind, da sie an Eichkurven abgelesen werden konnen. 
Das Verfahren kann auf einfache Weise in Krankenhausern, Arztpraxen und Laboratorien im breiten Umfang 

60 durchgefuhrt werden und erfordert kein besonders ausgebildetes Personal. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann zur Bestimmung von Hirudin oder synthetischen, vorzugsweise klein- 
molekularen, Thrombininhibitoren durchgefuhrt werden. Beispiele fur synthetische Thrombininhibitoren sind 
vor allem die Derivate des Tripeptids Phe-Pro-Arg, wie Boronsaure-Derivate, Argininale, Chlormethylketon- 
Derivate und Derivate, die an den Aminosauren modifiziert sind sowie Benzamidin-Derivate und auch soge- 

65 nannte Hirologe, d. h. synthetische Hirudin-analoge Teilsequenzen. Das Antidotprinzip ist das gleiche wie bei 
Hirudin. 

Der wissenschaftliche Hintergrund dieser Methode beruht auf der Interaktion von Hirudin oder synthetischen 
Thrombininhibitoren mit einem Prothrombin-Intermediat, wie intermediarem Meizothrombin, einem Zwischen- 
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produkt der Prothrombin-Thrombin-Umwandlung, oder Meizothrombin-des-Fragment-1. Es handelt sich bei 
dieser Umwandlung um eine mehrstufige Reaktion, wobei ganz spezielle Proteinbindungen durch limitierte 
proteolytische Reaktionsschritte gelost werden. Normalerweise wird bei der Aktivierung der Gerinnungskaska- 
de ein proteolytisch wirksamer Komplex aus aktiviertem Faktor V, Ca + + , Phospholipid und Faktor X gebildet, 
der die Prothrombin-Thrombin-Umwandlung initiiert. Dabei entstehen nur geringe QuantitSten von Intermedia- 5 
ten des Faktors II, weil die Prothrombin-Aktivierung an diesem Prothrombinase-Komplex quasi "festphasenar- 
tig" erfolgt. Wird die Gerinnung jedoch mit einer spezifischen Schlangengiftfraktion, z. B. aus Echiscarinatus, 
eingeleitet, dann werden uberwiegend "atypische" Intermediate, z. B. Meizothrombin, PIVKA-Meizothrombin 
oder Meizothrombin-des-Fragment-1, aus Prothrombin gebildet. Diese Intermediate werden durch Hirudin 
oder synthetische Thrornbininhibitoren inaktiviert, nicht aber durch Heparin. Somit ist es moglich, einen Gerin- 10 
nungstest aufzubauen, bei dem im Blut oder in einem Blutbestandteil durch ein Schlangengift, beispielsweise 
Echis-Schlangengift, Meizothrombin oder PIVKA-Meizothrombin erzeugt wird, welches durch das in der Probe 
enthaltene Hirudin inaktiviert wird. Die Affinitat des Hirudins und der synthetischen Thrornbininhibitoren zu 
den Prothrombin-Intermediaten ist sehr hoch. Sie betragt zum Beispiel fur Meizothrombin k| > 10" 10 mol/I, so 
daB erst nach vollstandigem Verbrauch des Hirudins oder der synthetischen Thrornbininhibitoren in der Probe 15 
freies Prothrombin-Intermediat, beispielsweise Meizothrombin, entsteht. Dieses Prothrornbin-Intermediat, zum 
Beispiel das Meizothrombin, kann das in der Probe enthaltene Fibrinogen zu Fibrin umwandeln. Diese Fibrinbil- 
dung wird durch das Gerinnen der Probe zeitlich dokumentiert. Die Quantifizierung ist dadurch gegeben, daB 
der Gehalt der Blutprobe an Hirudin die Gerinnungszeit im therapeutischen Blutspiegelbereich linear verlan- 
gert und somit eine rasche und problemlose Aussage zulaBt 20 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren wird die Zeit, die von der Zugabe der Verbindung zu dem Blut bis zum 
Gerinnungseintritt vergeht, gemessen. Fur die Messung des Gerinnungseintritts sind zahlreiche Methoden 
bekannt. Am hauf igsten wird in den Gerinnungsansatz periodisch ein Platin-Hakchen eingefuhrt, welches bei der 
Bildung eines Gerinnsels einen Fibrinfaden aus der Losung herauszieht Dieser Zeitpunkt wird dann als Gerin- 
nungsendpunkt registriert. Der Registrierungsvorgang kann manuell mittels Stoppuhr oder elektrisch durch 25 
Auslosung eines Kontaktes. wenn das Platin-Hakchen als Elektrode ausgelegt ist, erfolgen. Weiterhin gibt es 
automatisierte Methoden. 

Das erfindungsgernaBe Verfahren besitzt den groBen Vorteil, daB die Adaptierung auf alle MeBprinzipien der 
Gerinnungsdiagnostik, besonders auch auf automatisierte Methoden moglich ist. Bei Zugabe von chromogenen 
Thrombinsubstraten zu entsprechenden Plasmaproben ist eine MeBdurchfuhrung in Laborautomaten moglich. 30 

Das erfindungsgernaBe Verfahren kann auf einfache Weise durchgefahrt werden und erlaubt die Ablesung des 
Hirudingehalts an einer Eichkurve. Das erfindungsgernaBe Verfahren kann mit Gesamtblut, Blutplasma, aber 
auch mit Korperflussigkeiten, wie Urin, GewebepreBsaf t oder Zelleluaten nach Homogenisierung, zu denen eine 
Quantitat Normalplasma gegeben wird, durchgefiihrt werden. Das erfindungsgernaBe Verfahren hat den groBen 
Vorteil, daB das Blut noch Heparin enthalten kann, da Heparin das Verfahren nicht stort 35 

ErfindungsgemaB wird als Prothrombin-Intermediat beispielsweise Meizothrombin, PIVKA-Prothrombin 
oder Meizothrombin-des-Fragment-1 verwendet. Meizothrombin ist im Handel erhaltlich und kann von der 
Firma Pentapharm in der Schweiz bezogen werden. Meizothrombin, PIVKA-Prothrombin oder andere Pro- 
thrombin-Intermediate konnen aber auch in vitro gebildet werden. 

Vier Faktoren des Gerinnungssystems, Faktor II (Prothrombin), Faktor VII, Faktor IX und Faktor X sind, wie 40 
im folgenden Schema dargestellt, dadurch gekennzeichnet, daB sie gamma-Carboxyglutaminsaurereste enthal- 
ten. Diese gamma-Carboxylierung an der Glutaminsaure erfolgt erst nach der ri bosom alen Synthese des "Acar- 
boxy- Faktors" in der Leber mit Hilfe eines Enzymsystems, welches Vitamin K als Cofaktor bendtigt. 

Die gamma-Carboxyglutaminsaurereste sind fur die Gerinnungswirkung essentiell. Sie stellen die notigen 
Bindungsvalenzen fiir Calciumionen dar. Bei Behandlung mit indirekten Antikoagulantien vom Typ der Dicuma- 45 
ro!e(* f Vitamin-K-Antagonisten") kann die postribosomale gamma-Carboxylierung nicht stattfinden und es befin- 
den sich im Blut inkomplette Gerinnungsfaktoren bzw. Acarboxy-Faktoren, denn ihnen fehlen die Calcium-bin- 
denden gamma-Carboxy-Gruppen. Diese Gerinnungsfaktoren werden auch PIVKA-Faktoren (PIVKA = pro- 
teins induced by Vitamin K antagonists) genannt, 

Wenn Plasma von Patienten, die mit derartigen Antikoagulantien vom Dicumarol-Typ behandelt wurden, mit 50 
Ecarin versetzt wird, dann entsteht in diesem Plasma aus dem PIVKA-Prothrombin PIVKA-Meizothrombin in 
der gleichen Weise durch eine limitierte Proteolyse wie dies auch in normalen Plasmaproben mit Prothrombin 
geschieht. 

Dieses PIVKA-Meizothrombin bzw. andere PIVKA-Interniediate haben ihre Bindungsfahigkeit zu Hirudin 
behalten, sie haben aber keine bzw. wesentlich geringere Wirkungen auf andere Faktoren der Gerinnungskaska- 55 
de (Plattchen, Fibrinogen, Thrombomodulin u. a.). ErfindungsgemaB konnen Meizothrombin, PIVKA-Meizo- 
thrombin, deren Intermediate und PIVKA-Intermediate aus PIVKA-Prothrombin verwendet werden. Diese 
konnen vom Menschen oder von anderen Saugetieren stammen. 

Zur Herstellung von Meizothrombin kann beispielsweise immobilisiertes Ecarin in Minisaulen in einer GroBe 
von beispielsweise 2—4 cm 3 gepackt werden. Ecarin-Immobilisat (Pentapharm AG, Basel) gelangt in gequolle- 60 
nem Zustand, suspendiert in einer waBrigen Losung von Natriumchlorid 0,15 M, Natriumacetat 0,02 M, Prione® 
(Warenzeichen der Pentapharm AG fur eine proteinstabilisierende Polypeptidfraktion aus gereinigtem Schwei- 
nehaut-Kollagen) 0,2% und Trichlorisobutanol 0,3%, pH 5,5, zur Auslieferung. 1 g gequollenes Ecarin-Immobili- 
sat produziert aus Bariumcitrat-Eluat bei 37°C, pH 8,4, innerhalb von 30 min 500 bis 700 U amidolytische 
Aktivitat (1 U = 123 NIH-Einheiten), gemessen an Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (Chromozym®TH). 65 

Dann werden gereinigte Prothrombinfraktionen auf diese Saulen gegeben, und das gebildete Meizothrombin, 
gegebenenfalls nach Stabilisierung mit Heparin, wird anschlieBend gefriergetrocknet. Das gefriergetrocknete 
Material kann in Ampullen abgepackt werden und dann fur die Verwendung mit einem geeigneten Losungsmit- 
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tel rekonstituiert werden. 

Zur Herstellung von Meizothrombin-des-Fragment-1 wird dasselbe Verfahren wie fur Meizothrombin ver- 
wendet. Im Batch- Verfahren ist nur eine langere Reaktionszeit (3— 4 h) vorzusehen. Meizothrombin-des-Frag- 
ment- 1 ist ein Folgeprodukt der Meizothrombin- Aktivierung. 
5 ErfindungsgemaB wird als Verbindung, die Prothrombin zu Meizothrombin spaltet, ein Schlangengift verwen- 
det. Beispiele fur Schlangengifte sind Ecarin und die Gifte von Dispholidus-, Rhabdophis-, Bothrops-, Notechis-, 
Oxyuranus- und Russell-Vipern-Arten. Die Schlangengifte, wie Ecarin sowie immobilisiertes Ecarin, sind im 
Handel erhaltlich und konnen beispielsweise von der Firma Pentapharm in der Schweiz kauflich bezogen 
werden. 

io ErfindungsgemaB wird als Schlangengift bevorzugt Ecarin, eine hochgereinigte Fraktion des Echis-carinatus- 
Toxins, verwendet. Ecarin spaltet am Arginin 323 des Prothrombins eine Peptidbindung, wodurch das Interme- 
dial Meizothrombin entsteht. Normalerweise erfolgt die weitere Umsetzung durch Autokatalyse bzw. durch 
Thrombinakzeleration. Bei Vorliegen von Hirudin im Plasma komrnt es zur Interaktion zwischen Meizothrom- 
bin und Hirudin. Im Gegensatz dazu kann Heparin nicht mit Meizothrombin reagieren. Diese Wirkungen sind in 

15 der beigefugten Fig. 1 dargestellt. 

Zur Bestimmung des Hirudingehalts im Blut wird wie folgt vorgegangen; Zu 0,4 ml Heparinblut (20 IE 
Heparin/ml Blut) werden 0,16 ml Puffer, 0,02 ml 0,1 M CaC^-Losung und 0,02 ml Ecarin (200 EU/ml) gegeben. 
Der Gerinnungseintritt wird mittels mechanischer automatischer Gerinnungszeitmessung bestimmt. Zur Erstel- 
lung einer Eichkurve werden in den Pufferanteil des Gerinnungsansatzes steigende Mengen Hirudin gegeben. 

20 Aus der beigefugten Fig. 2 ist ersichtlich, daB uber einen Konzentrationsbereich von 0,1 —2 |xg Hirudin/Gerin- 
nungsansatz eine Linearitat besteht. Dadurch sind sehr schnell Aussagen zum Hirudingehalt einer Blutprobe 
moglich. Ein weiterer Vorteil besteht in der Verwendung von Vollblut. Die gesamte MeBzeit ist mit etwa 5 min 
optimal fur ein therapeutisches drug monitoring, im Sinne einer bed-side-Diagnostik. 
Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung. 

25 In dem nachfolgenden Testbeispiel wurde ein Gerinnungszeit-MeBgerat benutzt, bei dem mittels Magnet im 
Gerinnungsansatz der Gerinnungseintritt durch Storung eines elektrischen Feldes bei rotierenden Probenrohr- 
chen erfaBt wird. Dadurch ist Vollblut als Probenansatz zu benutzen. Der "Blood Coagulation Timer" Hemoch- 
ron® Modell 801 der Int. Technidyne Corp. Edison, N.J., USA, verfUgt Uber zwei Testkanale und ermdglicht 
dadurch problemlos eine Doppelbestimmung. 

30 

BEISPIEL 

Im Hemochron-Testrdhrchen vom Typ P214 wurden jeweils 
0,02 ml CaCh 0,1 M 
35 0,02 ml Ecarin 200 EU/ml NaCl 

0,16 mlTris-PufferO,05 M pH 7,4 bei37°C 
0,40 ml Testblut 

rasch gemischt, die Zeit gestartet, das Testrohrchen in den Gerinnungsautbmaten eingesetzt und die Zeit fur den 
Gerinnungseintritt registriert. In gleicher Weise wird verfahren, um eine Eichkurve aufzustellen, aus der man die 
40 Hirudinkonzentration, bei entsprechender Gerinnungszeit ablesen kann. Dabei werden dem Puffer definierte 
Hirudinmengen und statt Testblut unbehandeltes Blut zugesetzt Die Gerinnungszeit verlangert sich mit steigen- 
der Hirudinkonzentration. 

Bei vier Probanden wurden durch Doppelbestimmung folgende Werte ermittelt: 

45 

Gerinnungs- Hirudin/Ger . -an- Hiirudin/ml Blut 

zeit [sec] satz [fig] [VQ] 
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Es ist erkennbar, daB bei Prob. D eine Unterdosierung bzw. ein Hirudinverbrauch vorliegt. Bei Prob. C und A 
eo bef indet sich der Hirudinblutspiegel im therapeutischen Bereich und bei Prob. B im toxischen Bereich. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Hirudin und synthetischen Thrombininhibitoren im Blut oder in Blutbe- 
65 standteilen, dadurch gekennzeichnet, daB zu dem Blut oder dem Blutbestandteil ein Prothrombin-Interme- 

diat, eine Verbindung, die Prothrombin zu Meizothrombin spaltet, ein Salz davon oder ein Gemisch dieser 
Verbindungen sowie gegebenenfalls Puffer und/oder andere ubliche Zusatzstoffe gegeben werden und die 
Zeit, die von der Zugabe bis zum Beginn der Gerinnung vergeht, gemessen wird. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Blut oder der Blutbestandteil Heparin 
enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Prothrombin-Intermediat Meizo- 
thrombin, PIVKA-Meizothrombin oder Meizothrombin-des-Fragment-1 und als Verbindung, die Pro- 
thrombin zu Meizothrombin spaltet, ein Schlangengift verwendet werden. 5 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, daB als Schlangengift Ecarin verwendet 
wird. 

5. Mittel zur DurchfUhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
es ein Prothrombin-Intermediat, eine Verbindung, die Prothrombin zu Meizothrombin spaltet, ein Salz 
davon oder ein Gemisch dieser Verbindungen gegebenenfalls zusammen mit Puff em und/oder anderen io 
ublichen Zusatzstoffen enthalt. 

6. Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es als Prothrombin-Intermediat Meizothrombin, 
PIVKA-Meizothrombin oder Meizothrombin-des-Fragment-1 und als Verbindung, die Prothrombin zu 
Meizothrombin spaltet, ein Schlangengift enthalt 

7. Mittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es als Schlangengift Ecarin enthalt. 15 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Tripeptide und deren Verwendung gemaB den voranstehenden AnsprQchea Die 
erfbidungsgemaBen Tripeptide sind chromogene bzw. fluoreszierende Substrate, die als Reagentien zur quanti- 
5 tativen Bestimmung von proteolytischen Enzymen der Gruppe E.C3.4.4, welche Peptidketten auf der Carboxyl- 
seite sowohl von Arginin als auch von Lysin spalten, in KSrperflOssigkeiten des Menschen und der Saugetiere 
sowie in Driisengiften von Kaltblutlern durch photometrische, spektrophotometrische und flcoreszenzphoto- 
metrische Methoden verwendbar sind. 

In der DE-OS 23 22 116 ist ein synthetisches Substrat beschrieben, das zur quantitativen Bestimmung von 
io Enzymen der Gruppe EC3.4A, u. a. Thrombin, Plasmin und Trypsin, vorgesehen ist (Enzymnomenklatur: "EC 
ist die Abkurzung fur "Enzyme Committee" der "International Union of Biochemistry). Dieses Substrat weist 
eineTripeptidkette der Formel 

H-Phe- Val-Arg- OH 

15 

auf, in welcher die N-terminale Aminosaure durch cine Acylgruppe blockiert und die C-terminale Aminosaure 
durch eifce chromogene bzw. fluoreszierende Gruppe substituiert ist, die unter d^r Einwirkung der genannten 
Enzyme abgespalten wird. Das dabei gebildete Spaltprodukt kann photometrisch quantitativ bestimmt werden. 
Aus der pro Zeiteinheit freigesetzten Menge an chromogenem Spaltprodukt kann die enzymatische Aktivitat 

20 ermittelt werden. In der Tripeptidkette konnen Phe z. B. durch Ph.Gly, Tyr, 4-Methoxy-Tyr oder 4-Methyl-Phe, 
Yal z. B. durch He, Leu, nor-Val, Ph.Gly oder Phe und Arg z. B. durch Lys, Homo-Arg oder Orn ersetzt sein. 

Das in der DE-OS 23 22 116 beschriebene Substrat enthalt in der Peptidkette rnindestens zwei optisch aktive 
Aminosaurefragmente, die beim synthetischen Aufbau der Peptidkette nach den in der Peptidchemie ublichen 
Methoden zur Racemisierung neigen. Das AusmaB dieser Racemisierung ist von den bei der Synthese angewen- 

25 deten Reaktionsbedingungen abhangig und schwankt von Ansatz zu Ansatz, da es praktisch ausgeschlossen ist, 
genau die gleichen Reaktionsbedingungen einzuhalten. Die Bildung geringer Mengen der entsprechenden 
D-Aminosauren hat zur Folge, daB die Spaltbarkeit des Substrates durch die Enzyme, insbesondere Thrombin, 
stark herabgesetzt ist Wie L. Svendsen et al. [siehe Thromb. Res. 1, 267—278 (1972)] gezeigt haben, wird durch 
das Ersetzen des L-Phenylalanins durch D-Phenylalanin in der Tripeptidkette die Spaltbarkeit des Substrates urn 

30 das 160fache herabgesetzt Schon ein Racemisierungsgrad der N-terminalen Aminosaure yon nur 1% bewirkt 
eine Verminderung der Spaltbarkeit des Substrates von 1,6%. Aus diesem Grund ist dieses bekannte Substrat fiir 
Zwecke der Enzymstandardisierung ungeeignet 

In Enzyme 12, 31 1 —321 (1971) ist ein Tripeptidderivat, namlich N-Carbobenzoxy-diglycyl-L-arginin-2-napht- 
hylamid. beschrieben, welches durch Trypsin gespalten wird, und deshalb zur Bestimmung des letzteren geeignet 

35 ist Dieses Tripeptidderivat wird jedoch durch Thrombin nicht und durch Plasmin in einem zur Bestimmung des 
letzteren vdllig unzureichenden AusmaB gespalten. 

Die der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe bestand darin, ein Substrat zu synthetisieren, das 
einerseits eine hohere Spaltbarkeit pro Zeiteinheit durch Enzyme der Gruppe EC3.4.4. und andererseits bei der 
Synthese keine Racemisierung aufweisen soKte. Dadurch sollte das neue Substrat zur Enzymstandardisierung 

40 geeignet gemacht werden. Durch die Erhohung der Spaltbarkeit des Substrates sollte ferner erwirkt werden, daB 
man fur die Enzymbestimmung mit kleineren Probemengen an biologischem Testmaterial, z. B. Blutproben oder 
Proben anderer KdrperflQssigkeiten, auskommen sollte. Es ist dies von praktischer Wichtigkeit da oft nur sehr 
geringe Mengen an Probematerial zur Verfflgung stehen und man darauf bedacht ist, bei der Entnahme von 
Proben, z. B. Blutproben bei Kindern und alteren Personea Lymphproben oder Gewebeproben, die menschli- 

45 chen Subjekte mSglichst zu schonen. Ein weiteres Ziel, das man zu erreichen suchte, war die Vereinfachung der 
Technik der Probeentnahme durch das Krankenhauspersonal und damit eine Kosteneinsparung. 

Zur Losung der gestellten Aufgabe wurde von der Erkenntnis ausgegangen, daB Thrombin und thrombinahn- 
liche Enzyme, z. B. das aus Schlangengift hergestellte Produkt Reptilase® sowie Plasmin, das freie a "A"-Ketten- 
fragment aus Humanfibrinogen unter Bildung des Hexadecapeptids Fibrinopeptid A und des Tripeptids Glycyl- 

50 prolyl-arginin spalten [s. Birgit Hessel et al. FEBS LETTERS 18, Nr. 2, S. 318-320 (1971)]. Daraus kann 
geschlossen werden, daB Thrombin, thrombinahnliche Enzyme und Plasmin gegeniiber der Strukturdes genann- 
ten Tripeptids eine besondere Empfindlichkeit aufweisen. Es wurde ferner von der Oberlegung ausgegangen, 
daB das durch Thrombin und thrombinahnliche Enzyme aus dem a n A"-Kettenfragment abgespaltene Tripeptid 
als N-terminale Aminosaure das optisch inaktive Glycin enthalt Diese Aminosaure eignet sich besonders gut fur 

55 den Aufbau von Peptidketten, da sie iiberhaupt nicht racemisieren kann. Das genannte Tripeptid enthalt als 
mittlere Aminosaure Prolin, das zwar optisch aktiv ist, aber durch die Besonderheit seiner Struktur, die darin 
besteht daB das asymmetrische a-Kohlenstoffatom uber eine Propyl en brucke mit der a-Aminogruppe zu einem 
Fiinfring verbunden ist, derar t stabilisiert ist, daB eine Racemisierung nur unter sehr extremen Bedingungen, die 
bei den ublichen Peptidsynthesemethoden nie auftreten, stattfinden kann. 

60 Durch Verwendung der im obengenannten Tripepiid Gly-Fru-Aig cuiimiiciicn drei Arninosourcn ;st cs nun 
gelungen, ein synthetisches Substrat aufzubauen, welches den oben gestellten Forderungen vollstandig ent» 
spricht 

Dieses Resultat war an sich uberraschend, da man, wie aus der wissenschaftlichen Literatur hervorgeht, bis 
dahin angenommen hatte, daB ein Substrat zwangslaufig eine L-Phenylalaningruppe in Stellung 3 zu einer 
65 Arginingruppe in Stellung 1 in der Peptidkette aufweisen musse, um gegeniiber Thrombin eine maximale 
Empfindlichkeit zu besitzen [s. L. Svendsen et al., Thrombosis Research 1, 276 (1972)]. Diese Theorie ist 
andererseits durch die Tatsache untermauert daB Fibrinopeptid A durch Thrombin aus Humanfibrinogen viel 
schneller abgespalten wird als das Tripeptid Gly-Pro-Arg. Fibrinopeptid A enthalt eine L-Phenylalaningruppe in 
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der Stellung 9 zur Arginingruppe in Stellung 1. Da jedoch das Fibrinopeptid A, wie allgemein angenommen wird, 
eine a-Helix bildet, ist der Abstand zwischen der L-Phenylalaningruppe und der Arginingruppe praktisch gleich 
wie in einer gestreckten Tripeptidkette, die die L-Phenylalaningruppe in Stellung 3 zu der Arginingruppe in 
Stellung 1 enthalt [siehe Biomback et aU S^nd. J. Clin. Lab. Invest 24, Suppl. 107, 59 (1969)]. 

Die erfindungsgemaBen Tripeptide besitzen die Eigenschaft, unter der Einwirkung der genannten Enzyme ein 
Spaltprodukt der Formel NH 2 — R^ abzugeben, dessen Menge durch photometrische, spektrophotometrische 
oder fluoreszenzphotometrische Methoden quantitativ meBbar ist 

Die erfindungsgemaBen Tripeptide konnen mit einer Mineralsaure, z. B. HCI, HBr, H2SO4 oder H3PO4, oder 
einer organischen Saure, z. B. Ameisensaure, Oxaisaure oder Weinsaure, protonisiert sein. 

Die in ^tr Formel I durch R 1 bezeichnete Acylgruppe karin durch die folgende Partialformel dargestellt 
werden: 

R 3 -CO- (II) 

wobei R 3 insbesondere eine geradkettige oder verzweigte AlkyJgruppe, wie Methyl, Athyl, Propyl, Butyl, Pentyl, 
Hexyl, Heptyl, Octyl; eine Benzyl-, 2-Phenylathyl-,3-PhenyIpropyl-, bis 1 1-Phenylundecylgruppe, eine Cyclohex- 
y!- oder eine Benzyloxygruppe bezeichnen kann. 

_ Sofern die in der Formel I mit R 1 bezeichnete Gruppe eine Sulfonylgruppe ist, kann diese eine Methan- oder 
Athansulfonylgruppe, eine Benzolsulfonyl- oder Naphthalinsulfonylgrappe, sein. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der oben definierten Tripeptide als neue Substrate zur quantita- 
tiven Bestimmung von proteolytischen Enzymen der Gruppe E.C3.4.4., die Peptidketten auf der Carboxylseite 
sowohl von Arginin als auch von Lysin spalten, z. B. von Thrombin und thrombinahnlichen Enzymen Ecarin- 
Thrombin, Plasmin und plasminahnlichen Enzymen, und indiret von Proenzymen, Enzymaktivatoren und En- 
zyminhibitoren, in KLorperflussigkeiten des Menschen und der Saugetiere sowie in tierischen Zellextrakten und 
Drusengiften von Kaltblutlern. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Tripeptide kann nach verschtedenen, z.T. bekannten Methoden, 
erfolgen. 

1. Bei der ersten Methode werden die chromophoren Gruppen (R 2 in Formel I) an der C-terminalen 
Aminosauregruppe angehangL Diese Gruppen Qben gleichzeitig die Funktion von C-terminalen Carboxyl- 
schutzgruppen wahrend der stufenweisen Verkniipfung der Aminosauren beim Aufbau der gewunschten 
Peptidkette aus. Die ubrigen Schutzgruppen werden vom Endprodukt selektiv abgespalten, ohne daB die 
chromophore Gruppe beeinfluBt wird Diese Methode ist z. B. in "Peptide Synthesis" von Miklos BODAN- 
SZKI et al„ Interscience Publishers, 1966, Seiten 163—165, beschrieben. 

2. Bei der zweiten Methode wird die chromophore Gruppe an das fertig aufgebaute Peptidgerust angekup- 
peh, nachdem zuvor die ubrigen Schutzgruppen abgespalten worden sind Die C-terminale Carboxylgruppe 
wird in diesem Fall durch racemisierungsfreie enzymatische Esterspaltung freigesetzt Die zu diesem Zweck 
verwendsten esterspaltenden Enzyme konnen entweder frei oder an eine Matrix gebunden sein. 

Zum Schutz der N c -Aminogruppen wahrend des stufenweisen Aufbaus der Peptidketten konnen die ublichen 
selektiv abspaltbaren Aminoschutzgruppen verwendet werden. Es handelt sich in erste Linie um Cbo, MeOCbo, 
N02Cbo, MCbo, BOC TFA oder Formyl. Die a-Carboxylgruppe der Aminosauren kann nach verschiedenen 
bekannten Methoden reaktionsfahig gemacht werden, z. B. durch Herstellung der p-Nitrophenylesterderivate, 
Trichlorphenylesterderivate, Pentachlorphenylesterderivate, N-Hydroxysuccinimidesterderivate und Isolierung 
dieser Derivate, oder durch Herstellung in ritu der Saureazide oder Saureanhydride, die entweder symmetrisch 
oder asymmetrisch sein konnen. 

Die Aktivierung der Carboxylgruppe kann auch mittels eines Carbodiimids, wie N,N'-Dicyclohexylcarbodii- 
mid, erfolgen. 

Die C-terminale Carboxylgruppe der Peptidderivate kann wahrend des stufenweisen Aufbaus der gewunsch- 
ten Peptidkette entweder durch die chromophore Amidgruppe oder durch eine Methyl-, Athyl- oder Isopropyle- 
stergruppe geschutzt werden. Die ubrigen freien reaktionsfahigen Gruppen, die nicht am Aufbau der Peptidket- 
te beteiligt sind, konnen durch folgende spezielle MaBnahmen blockiert werden: die 5-Guanidinogruppe des 
Arginins wird durch NO2, Tos oder durch einfache Protonisierung geschutzt, wahrend die £-Aminogruppe des 
Lysins durch Cbo, BOC oder Tos geschutzt wird. 

Bei der Synthese der Tripeptidkette kann man zuerst die N-terminale Aminosaure mit der Blockierungsgrup- 
pe (Acyl- oder Sulfonylgruppe) versehen, dann die Carboxylgruppe der blockierten Aminosaure aktivieren und 
schlieBlich das so erhaltene aktivierte Aminsoaurederivat an das zur Vervollstandigung der Peptidkette bonotig- 
te Dipeptidderivat ankniipfen. 

Die Herstellung des erfindungsgemaBen Substrats nach den obengenannten Methoden ist in den folgenden 
Bsispielen ausfOhrlich^r b??ch r ^b pn 

Die Analyse der gemaB den Beispielen erhaltenen Eluate und Produkte wurde durch DOnnschichtchromato- 
graphie ausgefuhrt Zu diesem Zweck wurden mit Siliciumdioxydgel Oberzogene Giasplatten verwendet Zur 
Entwicklung der Dunnschichtchromatogramme wurden die folgenden Losungsmittelsysteme verwendet: 
A Chloroform/Methanol (9 : 1) 
B n-Propanol/Essigsaureathylester/Wasser(7 :1 :2) 
C n-Butanol/Essigsaure/Wasser(3 : 1 : 1). 

Die Chromatogramme wurden zuerst im UV-Licht und dann durch Reaktion mit Chlor/Toluidin (s. G. 
PATAKI, "Dannschichtchromatographie in der Aminosaure- und Peptid-Chemie", Walter de Gruyter & Co., 
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Berlin, 1966, S. 125) entwickelt. 
Eine Untergruppe derdurch die Formel I definierten Tripeptide entsprichtder Formel III 

R'-Gly-Pro-Arg-R 2 

in welcher R 1 eine Alkoxycarbonylgruppe mit 2 bis 7 Kohlenstoffatomen, eine Benzyloxycarbonylgruppe, 
AlkansulfonyJgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, eine Benzol- oder Naphthalinsulfonylgruppe oder eine 
AJkanoylgruppe mit 2 bis 9 Kohlenstoffatomen und R 2 eine p-Nitrophenyl-, 2-Naphthyl- oder 4-Methoxy- 
2-naphthylgruppe darstellen, und deren Salze, wobei Pro und Arg die l^Konfiguration aufweisen. 

In der vorliegenden Beschreibung (einschlieBlich Patentanspriichen) werden folgende Abkurzungen verwen- 
det: 





Arg 


= L-Arginin 




Gly 


= Giycin 


15 


Lys 


— L- Lys in 




Pro 


«L-ProIin 




Ac 


« Acetyl 




AcOH 


= Essigsaure 




BOC 


= tert.-Butoxycarboxyl 


20 


Bz 


= Benzoyl 




Bzl 


= Benzyl 




Bz 2 0 


— Benzoesaureanhydrid 




Cbo 


= Carbobenzoxy 




DMF 


= Dimethylformamid 


25 


DSC 


DQnnschichtchromatogramm 




Et 3 N 


=Triathylamin 




HMPTA 


= N,N,N , f N'.N r ',N"-Hexamethylphosphorsauretriamid 




LMS 


Losungsmittelsystem 




MeOH 


«= Methanol 


30 


NA 


Naphthylamid 




OMe 


=»Methoxy 




OpNP 


= p-Nitrophenoxy 




pNA 


«p-Nitroanilid 




2-NA 


= 2-Naphthylamid 


35 


Smp 


= Schmelzpunkt 




THF 


— Tetrahydrofuran 




Tos 


« p-ToIuolsulfonyl 



40 Die erfindungsgemaBen Tripeptide der Formel I eignen sich allgernein zur Bestimmung von Enzymen der 
Gruppe E.G3A4„ welche Peptidketten auf der Carboxykeite sowohl von Arginin als aucb von Lysin spalten. Zu 
dieser Gruppe von Enzymen gehoren insbesondere Thrombin und thrombinahnliche Enzyme, Ecarin thrombin 
und Piasmin. Mittels der erfindungsgemaBen Substrate konnen auf indirektem Wege auch Proenzyme, z,B. 
Prothrombin und Plasminogen, Enzymaktivatoren und Enzyminhibitoren, z. B. Antithrombine, insbesondere 

45 Heparin-Cofalctor (Antithrombin III) und dadurch auch Heparin, ferner Antiplasmin (a^-Makroglobulin), Apro- 
tinin f und Plasmininhibitoren, bestimmt werden. 

Bei der vollstandigen Aktivierung von Proenzymen durch Aktivatoren oder Aktivatorgemische entsteht die 
aquivalente Menge Enzym, die als solche gemessen werden kann. Die Messung der Aktivatorenkonzentration 
wird indirekt so durchgefuhrt, daB man die Geschwindigkeit der Bildung des Enzyms aus dem Proenzym 

50 besummt Diese Geschwindigkeit ist der Aktivatorkonzentration proportional. 

Die erfindungsgemaBen Substrate, z. B. das gemaB Beispiel 1 erhaltene Substrat, namlich N— Cbo— Gly— 
p ro _Arg— pNA • HC1, wurden zur Bestimmung verschiedener Enzyme in Blutplasma verwendet Die Bestim- 
mung erfolgte nach dem Prinzip, daB das durch die enzymatische Hydrolyse des Substrates gebildete Spaltpro- 
dukt NH 2 — R 2 ein UV-Spektrum aufweist, das von demjenigen des Substrates verschieden und nach hoheren 

55 Welleniangen verschoben ist. So weist das Substrat gemaB Beispiel 1, d.h. N— Cbo— Gly— Pro— Arg— 
pNA • HC1, ein Absorptionsmaximum bei 302 nm und einen molaren Extinktionskoeffizienten von 12 920 auf. 
Die Absorption des Substrates ist bei 405 nm praktisch Null Das bei der enzymatischen Hydrolyse des Substra- 
tes gebildete Spaltprodukt NH 2 R 2 , d. h. p-Nitroanilin, weist ein Absorptionsmaximum bei 380 nm und einen 
molaren Extinktionskoeffizienten von 13 200 auf. Bei 405 nm sinkt der Extinktionskoeffizient nur wenig, & h. auf 

60 9650. 

Durch spektrophotometrische Messung bei 405 nm laBt sich der Grad der enzymatischen Hydrolyse des 
Substrates, welcher der Menge an abgespaltenem p-Nitroanilin proportional ist, leicht bestimmen. Das im 
Oberschufl vorhandene Substrat stort somit die Messung bei 405 nm nicht Die Verhaltnisse sind fur die anderen 
erfindungsgemaBen Substrate, die eine p-NitroaniDnogruppe enthalten. praktisch identisch. Die spektrophoto- 
65 metrische Messung wurde deshalb in alien Fallen bei 405 nm durchgefuhrt 

Das N— Cbo— Gly— Pro— Arg— pNA • HQ (Substrat gemaB Beispiel l)besitzt den wichtigen Vorten\daB es 
eine viermal hohere Wasserloslichkeit (>4mg/ml) aufweist als das in der DE-OS 23 22 116 beschriebene 
Thrombinsubstrat Bz — Phe — Val — Arg — pN A - HCI (ungefahr 1 mg/ml). Diese hohere Wasserloslichkeit er- 
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moglicht es, Enzymbestimmungen in einem viel breiteren Konzentrationsbereich auszufuhrea Bei standardisier- 
ten biologischen Priifverfahren ist dies von maftgebender Bedeutung, weil gerade in diesen Fallen Extremwerte 
genau bestimnit werden konnen, ohne daO die biologischen Proben vorher verdunnt bzw. konzentrieri werden 
mussen. Der dadurch erzielte Zeitgewinn ist oft ausschlaggebend, da man in der klinischen Praxis danach strebt, 
Extremwerte fOr die Diagnose moglichst schnell zu bestimmen. Bei niedriger SubstratlSslichkeit ist es nicht 
moglich, im ganzen Konzentrationsbereich Substratsattigung zu erzielen. Wenn keine Substratsattigung be- 
steht, weichen die Resultate der Enzymbestimmung von der Dosis/Wirkungs-Kurve ab, was bei einem standardi- 
sierten biologischen Priifverfahren von groBem Nachteil ist 
Die enzymatische Hydrolysereaktion kann schematisch folgendermafien dargestellt werden: 

k x fa 
E + S ~< * ES ► ES' + Chromophor P, 

fa , I k A 

E + P 2 

E=~ Enzym 
S« Substrat 

ES — Enzym-Substrat-Komplex 

Pi und P 2 = Produkte 20 
kufa*fa und Jfc4=Geschwindigkeitskonstanten 

Dissoziationskonstante fur ES *= -~- = iC m (Michaelis-IConstante) 

Wenn [S] >[E] und fa < fa, gilt: 

25 

(TEi-rEsi) ■ rsi m 

Km ~ [ES] {) 

Die Geschwindigkeitskonstante, bei welcher Pi gebildet wird, ist: 30 
v=fa-[ES] 

J&» + [S] K) 35 

Wenn E vollstandig an S gebunden ist, so gilt: 
[ES]=[E]und 40 
v= v max = fa* [E] (3) 
Lineweaver-Burk-Gleichung: 



45 



v v max [S] v max 



Aus der Gleichung (2) folgt, daB die Kontanten K m und fa die Wirksamkeit des Substrats fur ein gegebenes 50 
Enzym bestimmen. Zur Bestimmung dieser Konstanten wendet man die folgende Methode an: 

Man mischt das Enzym und das Substrat in einer Pufferlosung und verfolgt die Hydrolysereaktion wahrend 2 
bis 30 Minuten. Die Konzentration des Substrates [S] wird variiert, wahrend die Enzymkonzentratioh konstatit 
gehalten wird. Wenn die Extinktipn (OD/Min= Anderung der optischen Dichte pro Minute) in einem Koordina- 
tensystem als Funktion der Zeit aufgetragen wird, erhalt man erne Kurve, deren Tangente im Nullpunkt dem 55 
idealen Verlauf der Hydrolyse entspricht Mit Hilfe dieser Tangente kann man die Anfangsgeschwindigkeit der 

Hydrolyse ermitteln. Wenn — als Funktion von -z— aufgetragen wird, erhalt man ein Lineweaver-Burk-Dia- 
vo lSo\ 

gramm (siehe "Kurzes Lehrbuch der Biochemie", P. KARLSON, Georg Fhieme-Verlag, Stuttgart, 1967, S. 70), 
aus welchem sich v mvc und K m graphisch ermitteln lassen. 60 

K m und fa = -^r~ wurden unter Verwendung von N— Cbo— Gly— Pro— Arg— pNA - HC1 (Substrat gemaB 

E 

Beispiel 1) fur Human-Thrombin und Human-Plasmin bestimmt Mittels der Lineweaver-Burk-Gleichung wur- 
den K m und y max fur die genannten Enzyme ermittelt (das Lineweaver-Burk-Diagramm fur Human-Thrombin ist 
in Fig. 6 der befliegenden Zeichnungen gezeigt). Da die enzymatische Hydrolyse des Substrats durch Human- 65 
Thrombin dem Michaelis-Menton-Gesetz folgt, ist es moglich, groBe Variationen in der Thrombinmenge genau 
zu bestimmen. Nach demselben Prinzip wurden K m und Vmaxfurdie anderen Enzyme ermittelt Die erhaltenen 
Werte sind in Tabelle 3 zusammengestellt Alle Bestimmungen wurden in Tris-Imidazol-Puffer bei einer Ionen- 
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starke von 0,15 und einem pH von 8,4 bei 37°C ausgefQhrt 

In den beigefQgten Zeichnungen sind die Fig. 1 bis 5 graphische Darstellungen, in welchen die durch die 
hydrolytische Wirkung von Human-Thrombin, Ecarin-Thrombin, Human-Staphylo-Thrombin, Batroxobin (aus 
Gift von Bothrops moojeni) und Human-Plasmin auf das Substrat gemaB Beispiel 1 hervorperufene Anderung 
der optischen Dichte A OD als Funktion der Zeit in einem Koordinatensystem aufgetragen ist. Zum Vergleich ist 
auch die durch die Wirkung der genannten Enzyme auf N— Bz— Phe— Val— Arg— pNA • HCl (Substrat gemaB 
DE-OS 23 22 116) hervorgerufene Anderung der optischen Dichte aufgetragen, Alle Bestirnmungen wurden 
ausgefQhrt in Tris-Imidazol-Puffer bei einer Ionenstarke von 0,15, einem pH von 73 und bei 37°C. Die LSsungen 
der beiden Substrate wiesen die gleiche molare IConzentration(l uMoI/ml) auf. 

Fig. 6 stellt das Lineweaver-Burk-Diagramm fOr Human-Thrombin dan 

Die Messungen, der Resultate in den Fig. 1 bis 5 aufgezeichnet sind, wurden wie folgt durchgefuhrt: 
0,25 ml Enzymlosung (0,56 NIH/ml Human-Thrombin, 0,28 NIH/ml Human-Ecarin-Thrombin, 1,05 NIH/ml 
Human-Staphylo-Thrombin, 4,0 NIH/ml Batroxobin (moojeni), 0,4 CU/ml Human-Plasmin wurden zu 2,0 ml 
Tris-Imidazol-Puffer (pH*=8,4, Ionenstarke « 0.15) gegeben. Das Gemisch wurde 2 Minuten bei 37°C prainku- 
biert Dann wurde dem Gemisch 0,25 ml wSBrige Substratlosung (1 u.MoI/ml des Substrats gemaB Beispiel I 
bzw. des vorbekannten Substrats N— Bz— Phe— Val— Arg— pNA • HCl) bei 37°C zugegeben. Die Zunahme 
der Absorption wurde spektrophotometrisch bei 405 nm gemessen und mittels eines Schreibers kontinuierlich 
verfolgt Die in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellten MeBresultate wurden unter den oben definierten 
Testbedingungen errnittelt Die Menge des gebildeten Spaltproduktes ist ein MaB fur die Empfindlichkeit 
(Spaltbarkeit) der Substrate gegenQber den Enzymen. Bei der Berechnung der pro Minute, gebildeten Menge 
(Nmol) p-Nitroanilin wurde einfachheitshalber ein molarer Extinktionskoeffizient von 10 000 statt 9620 verwen- 
det, da die Relation zwischen den Spaltbarkeiten der verschiedenen Substrate durch die Enzyme dadurch nicht 
geandert wird Zur Berechnung der pro Minute gebildeten Menge (Nmol) ^-Naphthylamin bzw. 4-Methoxy- 
0-naphthylamin (Substrate XI und XII) wurde die Probe in einem Fluoreszenzphotometer mit Licht einer 
Wellenlange von 350 nm bestrahlt Die Menge des gebildeten Spaltproduktes wurde durch Messung der Intensi- 
ty des bei 420 nm emittierten Lichtes errnittelt Aus der nachfolgenden Tabelle 1 ist die Empfindlichkeit der 
gemaB den Beispielen 1 bis 13 erhaltenen Substrate gegenQber Human-Thrombin und Human-Plasmin ersicht- 
lich. 
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Tabelle I 

Aktivitat von Human-Thrombin und Human-Plasmin, gemessen mittels der erfindungsgema&en Substrate bei 
konstanter Substrat- und Enzymkonzentration.Zum Vergleich die entsprechenden mit 
N — Bz— Phe— Val— Arg— pNA • HCl ermittelten Werte. 



Substratkonzentration 

10- 4 -m 

Substrate 



Menge des pro Minute durch 1 NIH-Einheit Human- 
Thrombin oder 1 CU-Einheit Human-Plasmin 
aus den Substraten enzymau>ch freigesetzten 
Spaltproduktes NH2— R 2 in Nanomol 
Human-Thrombin Human-Plasmin 



50 



55 



N-Bz-Phe-Val-Arg-pNA - 


HCl 28,6 


36,0 


I 


45,7 


204,0 


II 


1U 


20,2 


III 


18,0 


49^ 


rv 


2U 


60,8 


v 


2,4 


33,8 


VI 


14,6 


47,3 


VII 


65,8 


111,0 


VIII 


16,2 


126,0 


IX 


863 


196,0 


X 


43,8 


93,5 


XI 


283 


1163 


XII 


19,5 


95,6 


XIII 


0.85 


150,8 



Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, dafi die gemaB den Beispielen 1 bis 13 erhaltenen Substrate, mit Ausnahme 
der Substrate II und V, gegenQber Human-Plasmin eine signifikant und in den meisten Fallen wesentlich groBere 
60 Empfindlichkeit aufweisen als das bekannte N— Bz— Phe— Val— Arg— pNA • NCI. 

Aus der Tabelle 1 ist ferner ersichtlich, dafi die Empfindlichkeit der aus I, VII, IX und X gebildeten Gruppe von 
Substraten gegenQber Humanthrombin viel groBer ist als diejenige des bekannten Substrats. 
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Tabelle 2 



Aktivitat von Human-Ecarin-Thrombin, Human-Thrombinkoagulase und Batroxobin (aus Gift von Bothrops 
moojeni), gemessen mittels des erfindungsgemaBen Substrates I bei konstanter Substrat- und 
Enzymkonzentration. Zum Vergleich die entsprechenden mit N— Bz— Phe— Val— Arg— pNA • HCI 

gemessenen Werte. 



Substratkonzen (ration 
Substrate 



Menge des pro Minute durch die 1 NIH-Einheit 
entsprechenden Menge Human-Ecarin-Thrombin, 
Human-Thrombinkoagulase und Batroxobin aus 
dem Substrat enzymatisch abgespaltenen 
p-Nitroanilins in Nanomol 

Human-Ecarin- Human-Thrombin- Batroxobin 
Thrombin koagulase 



10 



!5 



N— Bz— Phe— Val— Arg— pNA • HCI 30,7 102 
I 246,4 575 



3 f 26 
15,81 



Tabelle 3 



.20 



K m und v max von verschiedenen Enzymen, bestimmt mittels des erfindungsgemaBen Substrates 
N — Cbo— Gly — Pro— Arg— pNA ■ HCI (I) [graphisch ermittelt aus dem Bineweaver-Burk-Diagramm (Fig. 6)] 



Enzym iC m Mol/Liter v mar p.Mol/Liter 

Substrat 1 Substrat I 



Human-Thrombin 5,71 • 10" 5 5,34.10- 2 NIH 

Human-Plasmin 3,57 • 10~ 4 673 • 10~ 2 CU 30 

Definition en 



Die Thrombin-NIH-Einheit ist diejenige des "US National Institute of Health**, und der Thrombinstandard 
entspricht dem Standard Thrombin Lot B-3" (21,7 NIH/mg), herausgegeben am 213.1973 von der "Division 35 
of Biologies Standards, National Institute of Health, Bethesda, Maryland 20 014, USA". 

Die der NIH-Einheit entsprechende Menge Human-Ecarin-Thrombin, Human-Thrombinkoagulase und Ba- 
troxobin (moojeni) ist diejenige Menge des Enzyms, die eine Fibrinogenldsung unter Standardbedingungen in 
der gleichen Zeit zur Gerinnung bringt wie 1 NIH-Einheit Standard-Thrombin. Testbedingungen: Das Gemisch 
von 0,2 ml einer Ldsung von 1 NIH/ml *TJS Standard Thrombin Lot B-3 tt in Albuminpuffer (pH^7,2) und 02 ml 40 
0,4%iger Rinderfibrmogenlosung in destilliertem Wasser ergibt eine Gerinnungszeit von 20,2 Sekunden. 

Die Plasmin CU-Einheit ist die Casein-Einheit, die am Casein unter Standardbedingungen gemessen wird. 

Eine Enzymeinheit ist diejenige Menge Enzym, die 1 uMoI Substrat in einer Minute bei Substratsattigung und 
bei festgelegter Temperatur, lonenstarke und pH hydrolisiert. Ein Tausendstel dieser Einheit ist eine Milli-En- 
zymeinheit (mU), die entsprechend 1 Nanomol Substrat pro Minute unter den obengenannten Bedingungen 45 
hydrolysiert. 

Eine Human-Thrombin-Einheit (1 U), gemessen mit dem erfindungsgemaBen Substrat I (N— Cbo— Gly— 
Pro— Arg— pNA - HCI) bei einer 1,5 x 10 -4 -molaren Substratkonzentration, einer Temperatur von 37° C, 
einer lonenstarke von 0,15 und einem pH von 8,4, entspricht der Menge von 27,1 NIH-Einheiten Human-Throm- 
bin (1 Miliieinheit^ 0,027 1 NIH-Einheit oder 1 NIH-Einheit « 36,9 Millieinheiten). 50 

Dadurch ist es moglich, kleinere Merigen dieser Enzyme mittels der erfindungsgemaBen Substrate zu bestim- 
men als mit dem vorbekannten Substrat, was in der klinischen Praxis von groBter Wichtigkeit ist, wo oft nur 
kleine Probemengen zur Verfugung stehen oder wenn die Konzentration der Proben der zu bestimmenden 
Enzyme, Proenzyme, Proenzymaktivatoren und Enzyminhibitoren bei pathologischen Zustanden extrem gering 
ist 55 

Die erfindungsgemaBen Substrate konnen auch zur Bestimmung von Prothrombin und Antithrombin verwen- 
det werden, wie im folgenden gezeigt wird 

Zur Prothrombinbestimmung wurden zu 0,5 ml Glycinpuffer mit pH 8,4 und einer lonenstarke von 0,3 5 u,l 
Citratplasma (Markenprodukt M Ci-TROL™ Normal®" der Firma American Hospital Supply Corp., DADE 
division, Miami) zugegeben. Die Mischung wurde wahrend 30 Sekunden bei 37° C prainkubiert Dann wurden 60 
der prainkubierten Mischung 100 ul waBriger Calcium Thromboplastinlosung zugesetzt (Calciumthrombopla- 
stin ist ein von der Firma Boehringer, Mannheim, kommerzialisierter Prothrombinaktivator). Die erhaltene 
Mischung wurde bei 37 D C inkubiert Nach 2 1/4 Minuten Inkubationszeit war die Prothrombinaktivierung 
vollstandig. Nach Inkubationszeiten von mehr als 5 Minuten verschwand ein Teil des aktivierten Thrombins als 
Folge der Einwirkung der im Plasma enthaltenen Antithrombine. Nach einer Inkubationszeit von 4 Minuten 65 
wurden der genannten Mischung 1 ml Glycinpuffer mit pH 8,4, einer lonenstarke von 0,3 und einer Temperatur 
von 37° C und anschlieBend 0,25 ml einer 1,5 x 10~ 3 -molaren waBrigen Losung des Substrates I zugesetzt Der 
Verlauf der Hydrolyse des Substrates wurde durch photometrische Messung der Menge des pro Minute 
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freigesetzten p-Nitroanilins bei 405 nm verfoIgL Die Zunahme der optischen Dichte betrug 0,162 pro Minute. 
.A us diesem Wert und d-m molaren Extinktionskoeffizienten des p-Nitrophenylanilins bei 405 nm von 10 000 
wurde der Wert von 5,99 mU des aus Prothrombin gebildeten Thrombins pro u.1 Plasma errechnet. Daraus folgte, 
daB 5,99 Einheiten Substrat I Thrombin pro ml Plasma aus dem Prothrombin gebildet worden waren, was 1 623 

5 NIH-Einheiten Thrombin pro ml Plasma entspricht 

Zor Antithrombinbestimmung wurde zu 1 ml eines 3 USP-Einheiten Heparin enthaltenden Giycinpuffers mit 
pH 8,4 und einer lonenstarke von 03 0,1 ml einer waBrigen Thrombinlosung mit einer Konzentration von 25 bis 
40 NIH- Einheiten pro ml bei 37° C zugesetzt. Der erhaltenen Mischung wurden Mengen von 23 bis 10 u.1 
Citratplasma zugesezt, worauf die Mischung wahrend 30 Sekunden bei 37° C inkubiert wurde. Der inkubierten 

10 Mischung wurde sofort 0,25 ml "Polybren®"-LSsung (Konzentration 1 mg "Polybren" pro 1 ml 03molarer Koch- 
salzldsung) zugesetzt ("Polybren" ist ein aus 13-Dimethyl-13-diazaundecamethylenpolymethobromid bestehen- 
des, von der Firma Aldrich Chemical Company, Ino, Milwaukee, Wisconsin, USA, vertriebenes Produkt). Die 
erhaltene Mischung wurde wahrend 30 Sekunden bei 37° C inkubiert Dann wurde der Mischung 03 ml einer 
0,75 x 1 0~ 3 -molaren waBrigen Substrat-I-L6sung zugesetzt. Der Verlauf der Hydrolyse des Substrats durch das 

is von Antithrombin nicht neutralisierte Thrombin wurde durch photometrische Messung der Menge des pro 
Minute freigesetzten p-Nitroanilins bei 405 nm verfolgt Dabei zeigte sich, daB die Hemmung des eingesetzten 
Thrombins durch verschiedene Mengen Citratplasma diesen Mengen proportional war. 

20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Aus Tabelle 4 ist ersichilich, daB Variationen in der Menge des in der Inkubationsmischung enthaltenen 
Thrombins zwischen 2,6 und 4,1 NIH-Einheiten keinen EinflaB auf die Bestimmung des Antithrombins ausuben, 
wenn die Plasmamengen zwischen 2J5 und 10 pJ liegen. Es wurden pro pJ Plasma 6,40 ±4% Substrat-T-Milli-Inhi- 
bitoreinheiten Antithrombin gemessen, was 6400 ±4% Substrat-I-Milli-Inhibitoreinheiten pro ml Plasma ent- 
5 spricht Dies bedeutet, daB 1 ml Plasma 173,4±4% NIH-Einheiten Thrombin zu hemmen vermag. 
Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Lys; 0,93-Gly:l,00-Pro: 0,96. 

Beispiel 1 

10 

I. N-Cbo-Gly-PrO- Arg-pNA - HC1 
la. Cbo— Arg-pNA - HC1 

15 In einem Dreihalsrundkolben von 250 ml Inhalt wurden 16,0 g (47,0 mMol) Ober P 2 0 5 im Vakuum getrockne- 
tes Cbo— Arg— OH • HCI in 90 m' absolutem HMPTA unter FeuchtigkeitsausschluiJ bei 20°C gelost Bei 
Zimmertemperatur wurden der erhaltenen Losung zuerst eine Ldsung von 4,74 g (47,0 mMol) Et 3 N in 10 ml 
HMPTA und dann 16,4 g (100 mMol) p-Nitrophenylisocyanat (100%iger OberschuB) portionenweise zugesetzt 
Nach 24 Stunden Reaktionszeit bei 20° C wurde das HMPTA im Vakuum groBtenteils abdestilliert Der Ruck- 

20 stand wurde mehrmals mit 30%iger AcOH extrahiert Der RQckstand wurde verworfen. Die vereinigten Essig- 
saureextrakte wurden zur weiteren Reinigung auf eine mit 30%iger AcOH aquilibrierte Saule eines handelsflbli- 
chen Anionenaustauschers auf Dextranbasis ("Sephadex© G-15") aufgetragen und mit 30%iger AcOH eluiert 
Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin 
spalten lieB, wurde gefriergetrocknet Man erhielt 12,6 g eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C 

25 einheitlich war. Elementaranalyse und Bereclmung aus der Bruttoformel C20H25N6O5CI ergaben die folgcnden 
Werte: 

C=51,29% (51,67%), H-5,48% (5,42%), N « 17,92% (18,08%), CI =7.50% (7,63%). 

Ib. N-Cbo-GIy- Pro- Arg-pNA * HCI 

30 

Unter FeuchtigkeitsausschiuB wurden 4,65 g (10 mMol) der Verbindung la mit 40 ml 2n HBr in Eisessig unter 
RQhren eine Stunde bei 20°C behandelt. Das Peptidderivat loste sich dabei unter C0 2 -Entwicklung. Die Reak- 
tionslosung wurde unter intensivem ROhren zu 250 ml absolutem Ather zugetropft wobei (2 HBr) * H— Arg- 
pNA ausfiel. Die Atherphase wurde abgesaugt worauf die feste Phase noch viermal mit je 100 ml absolutem 

35 Ather gewaschen wurde, am das als Nebenprodukt gebildete Benzylbromid sowie den OberschuB an HBr und 
AcOH zu entfernen. Durch Trocknen im Vakuum iiber NaOH-Plattchen wurde das deblockierte Produkt in 
quantitativer Ausbeute erhalten. Dai trockene (2 HBr) • H- Arg-pNA wurde in 25 ml DMF geldst Der auf 
— 10°C gekQhlten Losung wurden 1,40 ml (10 mMol) Et 3 N zugesetzt Es bildete sich ein Niederschlag von 
Et3N • HBr, der abfiltriert und mit wenig kaltem DMF nachgewaschen wurde. Dem Filtrat wurden 4,70 g 

40 (11 mMol) Cbo— Gly— Pro— OpNP bei — 10°C zugesetzt Nach einigen Stunden war die Temperatur der 
Reaktionsldsung auf 20°C gestiegen. Die Losung wurde wieder auf — 10°C gekuhlt und mit 035 ml (2£ mMol) 
Et 3 N gepuffert Nach weiteren 16 Stunden wurden nochmals 0,35 ml Et 3 N bei -10°C zugesetzt. Nach weiteren 
24 Stunden wurde die Reaktionsldsung im Vakuum bei 40° C zurTrockne eingeengt Der RQckstand wurde in 
50 ml MeOH geldst Nach Zugabe von 0,8 ml (10 mMol) konzentrierter Salzsaure wurde die Losung im Vakuum 

45 bei 20° C zur Trockne eingeengt. Diese Operation wurde dreimal wiederholt, um das Tripeptidhydrobromid in 
das Hydrochlorid uberzufuhren. Das rohe Tripeptidhydrochlorid wurde in 50 ml MeOH gelost und durch 
Gelfiltration Ober eine mit MeOH aquilibrierte Saule von "Sephadex® LH-20" (eines handelsiiblichen Anionen- 
austauschers auf Dextranbasis) vorgereinigt Zur weiteren Reinigung wurde diejenige Fraktion des MeOH- 
Eluates, die sich durch Trypsinbehandtung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, im Vakuum einge- 

50 engt Der RQckstand wurde in 30%iger AcOH gelost. Die Losung wurde durch Gelfiltrierung auf einer mit 
300/ 0 iger AcOH aquilibrierten Saule von "Sephadex® G-15 M gereinigt Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die 
sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, wurde nach Zugabe von 0,80 ml 
(10 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Man erhielt 3,64 g (58,8% der Theorie) eines amorphen leichten Pulvers, 
das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C 2 7H35N fi 07CI 

55 ergaben die folgenden Werte (die aus der Bruttoformel ermittelten Werte sind in Klammern gesetzt): 
C = 52,09% (5238%), H « 5,83% (5.70%), N- 1833% (18.10%). CI = 5.75% (5,73%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 0 ( 96-Gly: 1.00- Pro: 0.96. 

60 Beispiel 2 

II.H-Gly-Pro-Arg-pNA • 2 HCI 

61,91 g (0,1 mMol) der gemaB Beispiel 1 hergestellten Verbindung I wurden unter FeuchtigkeitsausschiuB mit 
65 300 ml 3n HCI in Eisessig unter Ruhren zwei Stunden bei 35° C behandelt Das Peptidderivat loste sich dabei 
unter C02-Entwicklung. Die Reaktionsldsung wurde unter intensivem Ruhren zu 2 Liter absolutem Ather 
zugetropft, wobei H— Gly— Pro— Arg-pNA . 2 HCI flockig ausfiel. Die Atherphase wurde abgesaugt, worauf 
die feste Phase noch viermal mit je 0.5 Liter absolutem Ather gewaschen wurde, um das als Spaltprodukt 
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gebildete Benzylchlorid sowie den OberschuB an HCI und AcOH zu entfernen. Durch Trocknen imVakuum fiber 
NaOH-PIattchen wurde das deblockierte Produkt in quantitiver Ausbeute erhalten. Zur weiteren Reinigung 
wurde das getrocknete Produkt in 900 m! 30%iger AcOH gelost Die Losung wurde durch Gelfiltrierung auf 
einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Scphadex® G-15 B -Sau1e gereinigt Dabei wurde das AcOH-Eluat in zwei 
Fraktionen aufgeteilt, die sich beide durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten 5 
lieBen. Die Hauptfraktion enthieit d%s gewunschte Produkt und die Nebenfraktion das eingesetzte Ausgangsma- 
terial. Nach Zugae von 8 ml (0,1 Mol) konz. HCi zur Hauptfraktion wurde diese gefriergetrocknet Man erhielt 
43,5 g (83 t 4°/o der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheklich war. Elementaranalyse 
und Berechnung aus der Bruttoformel CjgHsoNeCiCb ergaben die folgenden Werte: 

C-43,38% (43,77%), H -5,88% (5,80%X N =21 ,72% (21,49%), CI - 13,41% (13,60%). 10 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 0^5-Gly: 1,00-Pro: 034. 

Beispiel 3 

15 

HI. N-2-PhenyIacetyl-Gly- Pro- Arg-pNA • HCI 

2,09 g (4 mMoI) der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach Kuhlen 
auf — 10° C wurden 555 u.1 (4 mMol) Et 3 N jnd gleich anschlieBend 1,13 g (4,4 mMol) Phenylessigsaure-p-nitro- 
phenyl-ester (Smp. 61,5— 62° C) zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt 20 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-lS^-Saiile. Diejenige 
Fraktion des AcOH-EIuates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 uJ (4 mMol) konz, HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 1,99 g (82£% der Theorie) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 
Bruttoformel C27H35N8O6CI ergaben die folgenden Werte: 25 
C«54,06% (53,77%), H =5,78% (5,85%), N = 18,83% (18,58%), Cl=5,79% (5,88%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 0,99-Gly: 1,00-Pro: 0,97. 

Beispiel 4 30 

IV. N-3-Phenylpropionyl-GIy-Pro-Arg-pNA • HCI 

2,09 g (4 mMol) der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach Kuhlen 
auf — 10° C wurden 555 ul (4 mMoi) EtaN und gleich anschlieBend 1,19 g(4,4 mMol) 3-Phenylpropionsaure-p-ni- 35 
trophenyl-ester (Smp. 97—98,5° C) zugesetzt. Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15"-Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH-EIuates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 u.1 (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 2,05 g (83,5% der Theorie) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 40 
Bruttoformel C28H37N8O6CI ergaben die folgenden Werte: 

C=54,25% (54,50%), H -5,98% (6,04%), N - 183% (18,16%), Cl-5,63% (5,75%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 1,02-Gly: 1,00 -Pro: 0,98. 

45 

Beispiel 5 

V. N-Cyclohexylcarbonyl— Gly— Pro— Arg-pNA • HCI 

2,09 g (4 mMol) der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach Kuhlen 50 
auf — 10° C wurden 555 u.1 (4 mMol) Et3N und gleich anschliefiend 1,10 g (4,4 mMol) Cyclohexylcarbonyl-p-nitro- 
phenyl-ester (Smp. 49 —50° C) zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 39%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15 M -Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH-EIuates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 1,87 g (78,6% der Theorie) 55 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich wan Elementaranalyse und Berechnung aus der 
Bruttoformel C26H39N&O6CI ergaben die folgenden Werte: 

C « 52,70% (52,47%), H - 6,72% (6,61 %). N - 1 9,03% (1 8.83%), CI - 5,83% (5,96%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg:0,96-Gly: 1,00 -Pro: 0,96. 60 

Beispiel 6 

VI. N-Caproyl-Gly-Pro- Arg-pNA . HCI 

65 

2,09 g (4 mMol) der gemaQ Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach Kiihlen 
auf — 10°C wurden 555 ul (4 mMol) Et 3 N und gleich anschliefiend 1,17 g (4,4 mMol) Caprylsaure-p-nitrophenyl- 
ester zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt 
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Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30°/oiger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15"-Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HC1 gefriergetrocknet Ausbeute: 1,99 g (81,4% der Theorie) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 
Bruttoformel C 2 7H43Nb0 6 C1 ergaben die folgenden Werte: 

C-52,84% (53,06%), H =7,15% (7,09%), N - 18,58% (18,34%), Cl-5,73% (5,80%). 

Die Aminosaureanalyse ergab diezu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg:0,95-Gly: 1,00 -Pro: 0,99. 

6eispiel7 

.VILN-Benzolsulfonyl-GIy-Pro-Arg-pNA . HC1 

2 09 « (4 mMol^ der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach KQhlen 
auf '-10° C wurden 555 ul (4 mMol) Et 3 N und gleich anschlieBend 780 mg (4,42 mMol) Benzolsulfonsaurechlorid 
(Smp 16— 17* C) zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt. 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15"-Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 1,95 g (78,0% der TTieone) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 
Bruttoformel C25H33N8O7SCI ergaben die folgenden Werte: 

C« 47,79% (48,03%), H«5,40% (5,32%), N « 18,1 1% (17,93%), S =5,06% (5,13%), Cl-5,61 % (5,67%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 1,01 -Gly: 1,00 -Pro: 0,96. 

Beispiel 8 

VIII.N— Methansulfonyl— Gly— Pro— Arg— pNA • HCI 

2,09 g (4 mMol) der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach KQhlen 
auf -10° C wurden 555 ul (4 mMol) Et 3 N und gleich anschlieBend 345 ul(4,44 mMol) Methansulfonsaurechlorid 
zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt , . . 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15 w -Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH— Eiuates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanihn spalten 
lieB wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 1,70 g (75,5% der Theone) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 
Bruttoformel C^HaiNsO/SCl ergaben die folgenden Werte: 

C =42,88% (42,66%). H =5.63% (5,55%), N =20,08% (19,90%), S «5,62% (5,70%), CI -6,21% (6,30%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg:0,99-Gly: 1,00- Pro: 0,96. 

Beispiel 9 

IX. N — 2-Naphthalinsulfonyl — Gly — Pro — Arg— pNA - HCI 

2,09 g (4 mMol) der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach Kuhlen 
auf -10°C wurden 555 ul (4 mMol) Et 3 N und gleich anschlieBend 1,0 g (4,41 mMol) Naphthalin-2-suIfonsaure- 
chlorid (Smp. 74— 76°C) zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15"-Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 u.1 (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 1,81 g (66,8% der Theone) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 
Bruttoformel C 2 9H35N fi 07SCl ergaben die folgenden Werte: 

C=51,88% (5149%). H -5,19% (5,23%), N = 16,75% (16,60%), S-4,62% (4,75%), Cl-5,12% (5,25%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 1,02-Gly: 1,00— Pro:0,98. 

Beispiel 10 

X. N— Isobutyloxycarbonyl— Gly — Pro— Arg— pN A • HCI 

2,09 g (4 mMol) der gemaB Beispiel 2 hergestellten Verbindung II wurden in 25 ml DMF gelost Nach Kuhlen 
auf - 10°C wurden 555 ul (4 mMol) Et 3 N und gleich anschlieBend 650 ul (5,0 mMol) Chlorameisensaure-isobuty- 
lester zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1 weiterbehandelt 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15"-Saule. Diejenige 
Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, 
wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 1,71 g (73,1% der Theone) 
eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der 



DE 26 61 080 C2 



Bruttoformel C24H37N8O7O ergaben die folgenden Werte: 

C-49,06% (49,27%), H-6,42% (637%), N = 19,33% (19,15%), CI«5,98% (6,06°/o). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im rich ti gen Verhaltnis: 
Arg: 1,01 -Gly: 1,00 -Pro: 0,94. 

Beispiel 11 

XI.N-Cbo-Gly-Pro-Arg-2-NA . HCI 

XIa.N-Cbo-Arg(N0 2 )-2-NA 

3,53 g(10 mMol)gutgetrocknetesCbo— Arg(N0 2 )-OH wurden in 150 mlTHF : DMF(3 : 1) unter Feuchtig- 
keitsausschluB gelost Nach Abkahlung auf — 10°C wurden der Ldsung 139 ml (10 mMol) Et3N zugesetzt und 
dann eine Losung von 135 g (10 mMol) Chlorameisensaure-isobutylester in 20 ml THF innerhalb von 15 Minu- 
ten zugetropft, vvobei die Temperatur zv/ischen — 10°C und — 5°C gehalten wurde. Der erhaltenen Ldsung 
wurde dann eine Losung von 1,72 (12 mMol) /Waphthylamin in 15 ml THF zugetropft, wobei die obengenannte 
Temperatur eingehalten wurde. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur wahrend 24 Stunden stehen 
gelassen. Nach Abdestillieren des Losungsmittels im Vakuum wurde der RQckstand nacheinander je dreimal mit 
destilliertem Wasser, dreimal mit 5%iger NaHC03-Losung und wiederum dreimal mit destilliertem Wasser 
digeriert Nach dem Trocknen im Vakuum wurde das Rohprodukt in MeOH gelost und durch eine mit MeOH 
aquilibrierte Saule von "Sephadex® LH-20" chromatographiert Aus einer Fraktion des Eluats erhielt man 3,75 g 
der kristallinen Verbindung XIa (78,4% der Theorie) mit Smp, 173— 174,5°Q die im DSC in dem LMS A und B 
einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C24H26N6O5 ergaben die folgenden 
Werte: 

C - 60,82% (60,24%), H - 5,63% (5.48%). N = 1 7,48<>/o (1 6,72%). 

Xlb. H— Arg-2-NA * HCI 

957 mg (2 mMol) der Verbindung XIa wurden im ReaktionsgefaB eines Sakakibara-Apparates eingewogen. 
15 ml getrocknetes Fluorwasserstoffgas wurden im ReaktionsgefaB kondensiert Nach einer Reaktionszeit von 
einer Stunde bei 0°C wurden unter Ruhren der Arginin-Nitroschutzgruppe sowie die Carbobenzoxygruppe 
abgespalten. Das kondensierte Fluorwasserstoffgas wurde im Vakuum aus dem Reaktionsgemisch abdestilliert 
und der RQckstand in DMF gelost Urn das Aminosaurederivat in das HCI-Salz ilberzufuhren, wurde 0,5 ml 
(—6 mMol) konz. HCI zugesetzt und die Losung zur Trockne eingeengt Nach zweimaligem Wiederholen dieses 
Vorganges wurde der Ruckstand in 50 ml 40%iger AcOH gelost. Zur Reinigung wurde die AcOH-Losung auf 
eine mit 30%iger AcOH aquilibrierte "Sephadex® G-15 w -Saule aufgetragen und mit 30%iger AcOH eluiert 
Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durph Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin 
spalten lieB, wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet Ausbeute: 473 mg (63,5% der 
Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus 
der Bruttoformel QeHaNsOCh ergaben die folgenden Werte: 

C=51,82% (51,62%), H=6,1S% (6,23%), N -17,08% (18,81%), CI = 18,75% (19,05%). 

N-Cbo-GIy-Pro-Arg-2-NA - HCI 

372 mg (1 mMol) der Verbindung Xlb wurden gemaB Beispiel 1 mit 470 mg (1,1 mMol) Cbo— Gly— Pro— 
OpNP zu der Verbindung XI umgesetzt Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten 
"Sephadex® G-15*-Saule. Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Frei- 
setzung von /^Naphthylamin spalten lieB, wurde nach Zugabe von 80 ul (1 mMol) konz. HCI gefriergetrocknet 
Ausbeute: 425 mg (68,1% der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. 
Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C31H38N7O5CI ergaben die folgenden Werte: 
C=60,l 1% (59,65%), H« 6^25% (6,14%), N = 16.07% (15,71%), Cl-5,59% (5,68%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg:0,98-G]y: 1,00 -Pro: 0,97. 

Beispiel 12 

XILN-Cbo-Gly-Pro-Arg-4-MeO-2-NA - HCI 

Xlla. N-Cbo-Arg(N02)-4-MeO-2-NA 

3,53 g (10 mMol) Cbo— Arg(N0 2 )— OH wurden gemaB Beispiel 1 1, Absatz XIa, mit 2,17 g (12,5 mMol) 4-Me- 
thoxy-2-naphthyIamm umgesetzt und aufgearbeitet Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit MeOH aquilibrier- 
ten "Sephadex® LH-20 rt -Saule. Aus einer Fraktion des Eluates erhielt man 3,35 g 65,9% der Theorie) der teilweise 
kristallinen Verbindung XHa, die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und Berech- 
nung aus der Bruttoformel C^HaaNeOe ergaben die folgenden Werte: 
C-59,18% (59,05%), H — 5,43% (5,55%), N = 16,49% (16,23%). 
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Xllb. H - Arg-4-MeO-2-NA < 2 HC1 

1,02 g (2 mMol) der Verbindung Xlla wurden gemaB Beispiel 11, Absatz Xlb zu der Verbindung XlVb 
umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15 M -Saule. 
5 Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Behandlung mit Trypsin unter Freisetzung von 4-Methoxy- 
2-naphthyIamin spaiten lieB, wurde nach Zugabe von 320 ul (4 mMol) konz. HC1 gefriergetrocknet Ausbeute: 
570 mg (71,0% der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse 
und Berechnung aus der Bruttoformel C17H24N5O2CI2 ergaben die folgenden Werte: 
C=51,08% (50,88%), H«5,98% (6,03%), N= 17,75% (17,45%), CI - 17,55% (17,67%). 

10 

XILN-Cbo-Gly-Pro-Arg-4-MeO-2-NA . HC! 

402mg(l mMol) der Verbindung Xllb wurden gemaB Beispiel 1, Absatz I, mit 470 mg(l,l mMol) Cbo— Gly— 
Pro— OpNP zu der Verbindung XII umgsetzt Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit 30%iger AcOH aquili- 
15 brierten "Sephadex® G-15"-S§ule, Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung 
unter Freisetzung von 4-Methoxy-2-naphthylamin spaiten lieB, wurde nach Zugabe von 80 ul (1 mMol) konz. 
HC1 gefriergetrocknet Ausbeute: 493 mg (75,4% der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS C 
einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C32H40N7O6CI ergaben die folgenden 
Werte: 

20 C=59,01% (58,75%), H = 6,10% (6,16%), N« 15,19% (14,99%), CI =5,35% (5,42%). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im richtigen Verhaltnis: 
Arg: 1,02-Gly: 1,00-Pro: 0,95. 

Beispiel 13 

25 

XIILN-Isobutoxycarbonyl— Gly— Pro— Lys— pNA • HC1 
XHIa. N- BOC- N c -Cbo- Lys-pNA 

30 19,0 g (50 mMol) der Verbindung N — BOC— N c — Cbo— Lys— OH wurden gemaB Beispiel 1, Absatz la, in 
100 ml HMPTA gelost und mit 5,06 g (50 mMol) Et3N und dann mit 16,4 (100 mMol) p-Nitrophenylisocyanat 
versetzt Nach 24 Stunden Reaktionszeit wurde die Reaktionslosung unter Ruhren zu 1 Liter 2%iger NaH- 
C03-Ldsung zugetropft Das ausgefallene Produkt wurde abfiltriert und dreimal mit je 0,5 Liter 2%iger NaH- 
CO^Losung, dreimal mit je 0,5 Liter dest Wasser, dreimal mit je 0,5 Liter 0,5-n HC1 und schlieBlich dreimal mit je 

35 0,5 Liter dest Wasser gewaschen. Das derart gewonnene Produkt wurde im Vakuum bei 40° C getrocknet und 
hierauf zweimal mit je 30 ml auf 70° C erhitztem DMF extrahiert, wobei das gewunschte Produkt vollstandig 
herausgelost wurde, wahrend das Nebenprodukt, N,N'-bis-p-Nitrophenylharnstoff, ungelost zuruckblieb. Die 
DMF-Losung wurde im Vakuum bei 40° C eingeengt. Der Riickstand wurd in MeOH gelost, und durch Gelfiltra- 
tion uber einer MeOH aquilibrierten Saule von "Sephadex® LH-20" erhielt man 18,85 g (753% der Theorie) der 

40 kristallinen Verbindung XIHa mit Smp. 125— 125,5° C, die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. 
Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C25H32N4O7 ergaben die folgenden Werte: 
C-60,49% (5939%), H =635% (6,44%),N = 11, 48% (11,19%). 

XIITb-N-BOC-Gly-Pro-Lys£-Cbo)-p-NA 

45 

2 g (4 mMol) der Verbindung XII la wurde unler FeuchtigkeitsausschluB und unter Ruhren 1 Stunde bei 20° C 
mit 27 ml Trifluoressigsaure behandelt, wobei sich das Aminosaurederivat unter C02-Entwicklung loste. Die 
Reaktionslosung wurde unter intensivem Ruhren zu 200 ml getrocknetem Ather langsam zugetropft, wobei 
H— Lys(e— Cbo)— pNA • Trifluoracetat ausfiel. Die Atherphase wurde mit einem Filtrierstab abgesaugt Der 

50 verbleibende Niederschlag wurde noch viermal mit je 65 ml trockenem Ather gewaschen, um die uberschussige 
Trifluoressigsaure zu entfernen. Durch Trocknen im Vakuum uber NaOH-Plattchen wurde das deblockierte 
Produkt in quantitativer Ausbeute erhalten. Das trockene Aminosaurederivat-Trifluoracetatsalz wurde in 20 ml 
DMF gelost Nach Abkuhlung auf — 10°C wurden der Losung 555 jil (4 mMol) Et3N und gleich anschlieBend 
1,73 g (4,40 mMol) BOC— Gly— Pro— OpNP zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1, Absatz 

55 I.weiterbehandelt 

Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit MeOH aquilibrierten "Sephadex® LH-20"-Saule. Ausbeute: 2,20 g (84,0% 
der Theorie) einer amorphen Substanz, die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und 
Berechnung aus der Bruttoformel C32H42N6O9 ergaben die folgenden Werte: 
C-59,03% (58,70%), H- 6,46% (6,47%), N- 12,89% (12.84%> 

60 

XII Ic. N— Isobutoxycarbonyl— Gly— Pro— Lysfs— Cbo)— pNA 

131 g (2 mMol) der Verbindung XHIb wurden wie oben beschrieben. deblockiert und in 12 ml DMF gelost 
Nach Abkuhlung auf — 10°C wurden der Losung 280 u.1 (2 mMol) EtaN und gleich anschlieBend 285 ul 
65 (22 mMol) Chlorameisensaure-isobutylester zugesetzt Das Reaktionsprodukt wurde gemaB Beispiel 1, Absatz 
I, weiterbehandelt. Reinigung: Gelfiltrierung auf einer mit MeOH aquilibrierten "Sephadex® LH-20"-Saule, 
Ausbeute: 1 ,15 g (87,8% der Theorie) einer amorphen Substanz, die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. 
Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C32H42N6O9 ergaben die folgenden Werte: 
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C=58,01% (5870%), H = 6,40°/o (6,47%), N = 12,99% (12,84%). 

XI lid. N — Isobutoxycarbonyl— GJy — Pro— Lys — pNA • HC1 

660 mg (1 mMol) der Verbindung XIIIc wurden gemafl Beispiel 2 deblockiert. Reinigung: Gelfiltrierung auf 
einer mit 30%iger AcOH aquilibrierten "Sephadex® G-15"-Saule. Diejenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich 
durch Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten lieB, wurde nach Zugabe von 80 u.1 
(1 mMol) konz, HC1 gefriergetrocknet. Ausbeute: 430 mg (77,2% der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im 
DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C26H33N6O6CI ergaben 
die folgenden Werte: 

C=52,04% (51,750/c), H =6,82% (6,70%), N = 15,30% (15,09%), CI = 6,18% (6,36%). 

PatentansprQche 

1. Tripeptideder allgemeinen Formel 
Ri-Gly-Pro-X-NH-R 2 (I) 

in welcher R 1 Wasserstoff, eine Alkanoylgruppe mit 2 bis 9 Kohlenstoffatomen, Benzoyl, eine omega-Phe- 
nylalkanoylgruppe mit 2 bis 12 Kohlenstoffatomen im Alkanoylrest, eine Cyclohexylcarbonylgruppe, eine 
Alkoxycarbonylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen im Alky Ires t, eine Benzyloxycarbonylgruppe, eine 
Alkansulfonylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen oder eine Benzol- oder Naphthalinsulfonylgruppe, R 2 
eine p-Nitrophenyl-, 2-Naphthyl- oder 4-Methoxy-2-naphthylgruppe und X eine Arginyl- oder Lysylgruppe 
darstellen, und deren Salze, wobei die Aminosaurereste die L-Konfiguration aufwetsen. 

2. N-2-Naphthalinsulfonyl-glycyI-prolyl-arginin-p-nitroanilid-hydrochlorid. 

3. N-Benzolsulfonyl-glycyl-prolyl-arginin-p-nitroanilid-hydrochlorid. 

4. N-BenzyloxycarT>onyl-glycyl-prolyl-arginin-p-nitroaniIid-hydrochIorid 

5. N-Isobutyloxycarbonyl-glycyl-proIyl-arginin-p-nitroanilid-hydrochlorid. 

6. Verwendung der Tripeptide gemafi Anspruchen 1 bis 5 bei der Bestimmung von Thrombin und thrombin- 
ahnlichen Enzymen, Ecarin thrombin, Plasmin und plasminahnlichen Enzymen, Batroxobin sowie Prothrom- 
bin und Antithrombin. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 



15 



ZEICHNUNGEN SE1TE 2 



Mummer: DE 26 61 080 C2 

Int C!. 5 : CD7K 5/08 

Veroffentlichungstag: 22. Marz 1990 



c 



Fig, 4 




Fig. 5 




008 112/5 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE 26 61 080 C2 

Int. CI. 5 : C 07 K 5/08 

Veroffentlichungstag: 22.Marz1990 




008 112/5 



